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是婴幼儿，Enterovirus 71(EV71)与 Coxsackievirus A16(CVA16)是引起手足口病的两个 主
要病原体。但 EV71 的感染者常常会产生神经系统症状，而 CVA16 导致的手足口病则不会
有严重的并发症。所以，EV71 的研究就备受人们关注。 
EV71 病毒为单股正链 RNA 病毒，其 RNA 只编码一个多聚蛋白。这个多聚蛋白被自
身水解产生的 2A 蛋白酶（2Apro）和 3C（3Cpro）切割，产生 11 个成熟的结构蛋白和非结
构蛋白。EV71 的 2A 是一个半胱氨酸蛋白酶,2Apro 除了可以切割病毒多聚蛋白外，它还可
以切割其他细胞蛋白。所以，EV71 是通过抑制宿主细胞蛋白质合成和刺激自身 RNA 的转
录来增强病毒蛋白的形成。 
2Apro 的三维结构解析，再根据 2Apro 的三维结构特征筛选出特异性的抑制剂，对防治
手足口病具有重要意义。我们首先将活性位点突变后（C109A）的 2Apro 构建到 pGEX-4T-1
载体中，并在大肠杆菌 BL21 中得到了高产量表达的带 GST 标签的融合蛋白。使用亲和层
析技术纯化融合蛋白后，利用凝血酶 thrombin 切除 GST 标签，进一步使用凝胶过滤层析
技术纯化得到了重组蛋白。在筛选了大约 1800 个结晶条件并对有效条件进行了进一步优
化后，获得了用来衍射的蛋白晶体。使用 Mar345 桌面光束 X 射线衍射系统和 Rigaku X
射线发生器对晶体进行衍射并收集数据。利用分子置换法解析出 EV71 病毒 2Apro 的结构。
本文还进行了活性 2Apro 的小分子抑制剂筛选和活力测定。我们通过构建一个荧光共振能
量转移（FRET）对,分析了 2Apro 的酶活力。把荧光蛋白 ECFP 和 EYFP 用一个多肽连接，
构建融合底物 ECFP-多肽-EYFP。由于多肽里含有 2Apro 的酶切序列，当 2Apro 作用融合底
物时，2Apro 的酶活力就可以反映在荧光共振能量转移的衰减上来。这样，通过荧光分光光
度器检测，我们就可以 2Apro 的酶活动力曲线。这些工作对利用基于结构的药物设计筛选
抗 EV71 药物具有重要意义。 
 
















Hand, foot, and mouth disease (HFMD) is a common viral illness in infants and children 
caused by viruses that belong to the enterovirus genus of picornavidae. Enterovirus 71 (EV71) 
and Coxsackievirus A16 (CVA16) are two major causative agents of HFMD. The disease caused 
by EV71 however can result in high rate of neurological complications, whereas CVA16 has 
only been associated with uncomplicated HFMD. It is of great importance to investigate EV71 in 
atomic detail.  
EV71 has a single stranded, positive-sense RNA, which encodes one polyprotein precursor.  
The polyprotein is processed by 2Aproand the 3Cpro, genenating 11 structural and functional 
proteins. In addition to cleaving the viral polyprotein, 2Apro is also known to cleave several 
cellular proteins, which enhances viral protein synthesis by inhibiting host cell protein synthesis 
and stimulating the translation of viral RNA,among others. 
This study aim to determine the structure of 2Apro for the structure-based design and 
development of therapeutics against HFMD. To achieve that goal, a fusion protein was expressed 
in E.coli BL21 using plasmid pGEX-4T-1 with high yield. Affinity chromatography was used to 
purify the fusion protein. The GST-tag was removed by thrombin and 2Apro was purified by gel 
chromatography. Diffracting crystals were obtained after screening with about 1800 different 
conditions and data sets were collected by Mar345 desk top beam line X-rays diffraction system 
with Rigaku X-ray generator. The EV71 2Apro structure was determined by molecular 
replacement. In this thesis, some small molecule inhibitors were screened, and we also 
analysised the activity of 2Apro. The specifically designed fusion substrate consists of ehanced 
cyan fluorescent protein (ECFP) -peptide- ehanced yellow fluorescent protein (EYFP), with a 
cleavage sequence for the enterovirus 2Apro,  The 2Apro activity was measured by the decrease 
in FRET signal. This work sets the foundation for the structure-based drug design again EV71. 
 
















肠道病毒 71 型（EV71）属于小 RNA 病毒科（Picornaviridae）肠道病毒属（Enterovirus）
的成员，归属于人类肠道病毒 A 组[1]。1974 年，Schmidt 等人首次从美国加利福尼亚州带
有神经系统症状的手足口病患者中分离得到 EV71[2]，随后，世界上许多国家相继报到了
EV71 在不同地区的流行情况。EV71 已在世界范围内引起多次大规模流行，人们逐渐认识




上升趋势，1975 年保加利亚大流行，共有 705 名患儿感染，死亡 44 例[5]；1997 年马来西
亚大流行，2628 人感染，死亡 30 多人[6]；1998 年，我国台湾地区暴发 EV71 的大流行，
约有 12 万以上的人被感染，死亡 78 人[7]。因此，有关 EV71 的病毒学特征、致病机制、
诊断和预防等的研究日益受到人们的重视。 
 
1.1 EV71 的病毒学和生物学特征 
小 RNA 病毒科包括鹅口疮病毒属，心病毒属，肠道病毒属，鼻病毒属，肝病毒属，
副肠孤病毒属，其中肠道病毒属有 126 种血清型，EV71 是其中的一种血清型[8]。 
表 1-1 小 RNA 病毒科分类[9] 
Table1-1Classification of Picornaviridae 


















































(coxsackie viruses；A 组具 24 种血清型、B 组具 6 种血清型)、埃柯病毒(echoviruses；具 31
种血清型)及新肠道病毒(enteroviruses 68～72 型)。EV71 为目前肠病毒群中 晚发现的病
毒，其感染性强且致病率高，尤其是神经系统方面的并发症。 
表 1-2 人肠道病毒属分类情况[11] 
Table1-2 Classification of Enterovirus 
病毒种 Species 血清型种数 
小儿麻痹病毒 
柯萨奇病毒 A 组 




Coxsackie A viruses 











D 四个型别[12]，其中 EV71 属于 A 型。 
表 1-3 人肠道病毒的基因分型[13] 
Table1-3 Molecular Classification of Enteroviruses into Four Species 










Coxsackie A viruses 
 










































1.1.1 EV71 病毒的颗粒结构 
EV71 的病毒颗粒为二十面体立体对称的球形结构，无包膜和突出，直径约为 24～
30nm，蛋白衣壳里包裹的是单股正链 RNA。EV71 的基因组首先编码出一个多聚蛋白前体，
其再加工出分子量分别为 34kD、30 kD、26 kD 和 7 kD 的结构蛋白 VP1、VP2、VP3、VP4。
这几个蛋白先构成原聚体，后者再由 5 个原聚体拼装成一个五聚体样亚单位,60 个亚单位
























图 1-1 肠病毒 71 的颗粒结构[18] 
Fig1-1 Structure of the enterovirus 71 virion 
 
1.1.2 EV71 病毒的基因组结构 
EV71 病毒的基因组为含大约 7411 个核苷酸的单股正链 RNA[19]，腺嘌呤核苷酸和尿
嘧啶核苷酸丰富[20]，在其两侧为 5＇和 3＇非编码区，中间为编码区。在 3＇末端有多聚腺
甘酸尾，而其 5＇末端共价结合有一个小分子量的末端结合蛋白(VPg)[21]。5＇末端在起始
病毒基因组 RNA 的合成以及病毒蛋白的翻译过程中发挥重要作用[22]。它含有多肽翻译的
起始信息以及 RNA 合成的起始信息，通常折叠成多个特异性的空间结构，只有 5＇末端与
一些细胞因子结合，病毒 RNA 才能在宿主核糖体上开始蛋白的合成。3＇末端的功能不是
很清楚，但有研究表明 3＇末端于病毒的感染力有关。病毒的单链 RNA 具有感染性（病毒























图 1-2 病毒的基因组结构[18] 
Fig1-2 Genome structure of the virion 
 
1.1.3 EV71 病毒的基因型分类 
EV71 的基因型主要是根据 VP1 的核酸序列来分类的，因为 VP1 含有该病毒主要的中
和决定因子，它直接决定病毒的抗原性。VP1 基因序列不仅可作为肠道病毒属内不同血清
型分类的依据，并可作为小 RNA 病毒科内不同属的分类参考。因此，VP1 基因成为 EV71
基因分型和遗传进化分析的 重要对象。 
目前基于 VP1 核苷酸序列的差异，EV7l 可以分为 A，B，C 三种基因型[24]，其中 A
型仅包括原型株 BrCr-CA-70，B 型和 C 型又可以分为 B1～B5，C1～C5 十种基因亚型。
Brown 等曾对 113 株世界各地的 EV71 分离株的 VP1 基因的核苷酸序列进行同源性分析，
显示同一型内毒株简序列同源性大于 92%，而不同型间毒株的同源性为 78%～83%。1997～
2001 年期间，B3 亚型在东南亚地区流行，B4 亚型在新加坡（1997～1998 年）和中国台湾
（1998 年）小规模流行，2000 年在马来西亚和新加坡大规模流行；1998 年，中国台湾 EV71
大暴发主要是由 B 型和 C2 型同时引起。 
EV7l 的病毒分型与病毒的分离时间和分离地区具有一定的关系。在美国和澳大利亚，
1969 年流行的 EV71 病毒为 A 型；20 世纪 70 年代流行的为 B1 型；80 年代为 B2 型；90
年代则流行 C1 型，此时澳大利亚还伴随流行 B3 和 B4 型[25-26]。C3 型均见于韩国，C4 型
均见于中国和日本，中国台湾地区 1998 年开始 EV71 暴发流行，期间流行的病毒为 C2 和
C4 亚型，至 2000 年起，则主要流行 C4 亚型；中国大陆自 1999 年起，流行的 EV7l 均为















于 C4 亚型，这表明该 C4 亚型 EV71 在中国可能有较广泛的分布和传播[27-29]。 
 
1.1.4 EV71 病毒的繁殖周期 
 
图 1-3 EV71 病毒复制过程图解[37] 








髓灰质炎病毒受体（poliovirus receptor,PVR）、柯萨奇病毒受体 -细胞间粘附因子 1
（intercellular adhesion molecular1,ICAM-1）和埃柯病毒受体（VLA-2）等[32]，迄今已发现















用，VP1 与 ODC1 间的相互作用可能与 EV71 潜伏期的激活有关，能干扰受 EV71 感染的
细胞的生物合成、生长和繁殖；同时 VP1 与 GTAR 的相互作用使得 EV71 通过套锚蛋白中








和 P3 三个前体蛋白[38]， 终在 2A 和 3C 的作用下，形成 11 个成熟的结构蛋白和功能蛋
白。 
与此同时，在膜囊泡中开始 RNA 的合成。EV71 基因组的复制与其他含正链 RNA 的




链 RNA 进入形态发生期[39]。 
EV7l 感染后在细胞内合成大量的病毒蛋白和 RNA，通过组装形成新一代的病毒颗粒。
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